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論文内容の要旨 
 インスリン抵抗性は 2 型糖尿病の基礎となる病態であり，高血圧，脂質異常症，肥満と
いった生活習慣病とも密接に関連しており，これら全て心血管疾患の重要なリスクファク
ターである．骨格筋におけるインスリン抵抗性の病態は，insulinの骨格筋への作用が不十
分となり，骨格筋細胞内への glucose取込が低下するというものである．しかしながら，イ
ンスリン抵抗性の成因については大部分が未解明である． 
 近年，我々の研究グループは，2 型糖尿病モデルラット(OLETF ラット)を用いた研究に
より，インスリン抵抗性の初期の段階で細胞外液 pHの低下が引き起されていることを見出
した．また，2型糖尿病患者において細胞外液 pHの低下を示唆する疫学データが複数報告
されている．そこで今回我々は，細胞外液 pHの低下がインスリン抵抗性の病態に関与して
いるという仮説を立て，ラット骨格筋由来培養細胞を用い，細胞外液 pH低下時の insulin
への応答の変化について検討を行った． 
 各実験において，ラット骨格筋由来培養細胞株である L6細胞を筋管細胞へ分化させて用
いた．細胞外液をNaClベースのHEPES bufferとし，pHを 7.4, 7.2, 7.0, 6.8に調整して
insulin刺激を加え，この時の insulinに対する各応答について解析した． 
 Insulinがその受容体である insulin receptorと結合すると，insulin receptorは自己リ
ン酸化を受け活性化する．よって最初に，細胞外液 pHを低下させた時の insulin刺激時の
insulin receptorのリン酸化レベルについて，リン酸化タンパク認識抗体を用いてWestern 
blotting法により解析を行った．細胞外液pHを低下させた状態で insulin刺激を加えると，
insulin receptorのリン酸化レベルが有意に低下した．この結果は，細胞外液 pHの低下は
insulin刺激による insulin receptorの活性化を減弱させることを示唆する． 
 続いて，細胞外液 pHを変えて insulin刺激を与えた時の insulin receptorの細胞膜上発
現レベルについて，細胞膜タンパク質ビオチン標識法を用いて解析を行った．その結果，
細胞外液 pHを低下させた各群においても，正常の pH 7.4群と比較し，ビオチン化された
insulin receptor（細胞膜上発現レベルを示す）は有意に変化しなかった． 
 次に，細胞外液 pH低下時の insulinの insulin receptorへの結合性について，放射線ラ
ベル標識された insulinを用いて binding assayにて解析を行った．細胞外液 pHを 7.2, 7.0, 
6.8とすると，正常の pH 7.4群と比較し，細胞に結合した insulinが有意に減少した．こ 
 
 
のことから，細胞外液 pH低下時の insulin receptorのリン酸化レベルの低下は，リガンド
である insulinとの結合の低下が原因であろうと考えられる．  
 Aktは insulinのシグナル伝達経路の下流に存在し，骨格筋における glucose取込に関し
て重要な役割を持つ．よって次に，細胞外液 pH 低下時の Akt のリン酸化レベルについて
Western blotting法により検討を行った．この実験の結果，上記の他の実験結果と同様に，
細胞外液 pHを低下させると，Aktのリン酸化レベルも低下することが明らかとなった．こ
のことから，細胞外液 pHの低下により insulin刺激による Aktの活性化が抑制されること
が示唆された．細胞外液 pH低下時の Aktのリン酸化レベルの低下は，insulin receptorと
ほぼ同様のパターンを示しており，insulin receptorのリン酸化レベルの低下が Aktに影響
していると考えられる． 
 Insulin は主に骨格筋細胞への glucose 取込を促進することにより血糖値を低下させる．
インスリン抵抗性では insulinのこの骨格筋への作用が減弱すると考えられている．そこで，
細胞外液 pHの低下が骨格筋細胞への glucose取込に与える影響について検討するため，放
射線ラベル標識された 2-deoxyglucose (2DG, glucose 誘導体) を用いて実験を行った．
Insulin は骨格筋細胞内への 2DG 取込を増加させた．これはどの pH 群でも見られた．し
かし insulin 刺激による 2DG 取込の増加量は，pH が低下するほど小さくなる傾向が見ら
れた．このことから，細胞外液 pH低下時には insulinの骨格筋への glucose取込促進作用
が不十分となることが示唆された． 
 Insulin刺激による glucose取込促進は主に glucose transporterであるGLUT4を介して
行われる． Aktのリン酸化により GLUT4の細胞膜上へのトランスロケーションが促され
ることが知られている．上に示した結果と合わせて考えると，細胞外液 pH が低下すると
Aktのリン酸化レベルが低下し，insulin刺激による GLUT4の細胞膜上へのトランスロケ
ーションへの効果が減弱したことにより 2DGの取込が減少したと考えられる． 
 以上より，骨格筋細胞において細胞外液 pH が低下すると，insulin と insulin receptor
との結合が低下し，insulin 刺激時の insulin receptorのリン酸化レベルの低下，Aktのリ
ン酸化レベルの低下が起こり，その結果として細胞内への glucose取込が減少する，という
ことが示唆された． 
 2型糖尿病患者では，ケトン体の産生や有機酸の産生亢進により体液が酸性に傾くと考え
られている．近年の疫学研究は，2型糖尿病患者と細胞外液 pHの低下の関連性について明
らかにしている．また我々の研究グループは 2 型糖尿病モデルラットである OLETF ラッ
トを用いた研究により，糖尿病発症初期に細胞外液 pHが低下することを明らかにした．今
回の我々の研究は，細胞外液 pHが低下すると insulinの骨格筋への作用が減弱し，glucose
の骨格筋への取込が不十分となることを示した．このことは，細胞外液 pHの低下がインス
リン抵抗性の病態に深く関与することを示唆する． 
 
